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RESUMEN

El Virus de la Leucemia Viral Felina (FelV) pertenece a la familia
Retroviridae, es un virus que afecta a felinos domésticos de todo el mundo
y esporddicamente a felinos salvajes. Se trata de una infeccidn persistente
y se acompana de alteraciones o desequilibrios en el sistema inmune. Los
signos clinicos asociados al FelV son muy variables, la inmunosupresion
predispone a los gatos a infecciones secundarias.

En el presente estudio se realizaron pruebas de ELISA con el Kit comercial
DRGO EIA-2469, a una poblacidon de 89 plasmas pertenecientes a un
banco de muestras remitidas al laboratorio de virologia de la FES-
Cuautitldn UNAM.

Un grupo de muestras sospechosas se evaluaron usando el mismo antigeno
de la proteina p27 del FelV utilizando un kit de inmunoensayo de flujo
lateral del mismo fabricante.

Comparando los resultados de las pruebas realizadas en este trabajo con
los datos diagndsticos previaomente disponibles de las muestras se
determiné que el 6% de la poblacidon de gatos estudiados son virémicos
persistentes, el 61 % son portadores latentes, el 23 % no presentan la
infeccion y el 10% son aftipicos.

La prueba de inmunoensayo de flujo lateral nos demostrd en este estudio
ser una opcion prdctica disponible para realizarse en el dmbito de la
clinica.

Las pruebas de PCR previomente realizadas permitieron correlacionar los
datos, con lo cual se logré asignar su estatus clinico a cada animal.



INTRODUCCION
1.1ETIOLOGIA

El Virus de la Leucemia Viral Felina (FelV) pertenece a la familia
Retroviridae, a la subfamilia  orthoretroviinae 'y al  género
gammaretrovirus'?2,

Este virus recibe el término retro, que significa inverso debido a la enzima
transcriptasa reversa que es un ADN polimerasa dependiente de ARN, lo
cual permite que el virus genere copias ADN a partir de su genoma ARN,
formando un provirus cuando se integra al ADN celular. Durante la mitosis
celular las células hijas heredan el provirus generando que el gato pueda
permanecer infectado durante toda su vida324,

El virus posee protuberancias en forma de espigas que emergen de su
envoltura y su estructura consta de una nucleocdpside de forma
icosaédrica, encargada de proteger el material genético, que
corresponde a una sola hebra de dcido ribonucleico (ARN) (figura 1)35.

(gp70) Glicoproteina de superficie
(p15e) Proteina Transmembrana

(p13)Proteasa
(p47)Integrasa
(p80)Transcriptasa

(P15)Matriz
(p27)Cdapside
(p10)Nucleocapside
(p12)Capa interna

Figura 1.- Representacion grdafica del virus de leucemia felina y productos de sus
genesé.



El genoma viral codifica los genes principales gag (antigenos especificos
de grupo), pol (transcriptasa reversa) y env (envoltura)34.

El gen gag codifica las proteinas estructurales internas de Ia
nucleocdpside, conformada por tres proteinas; p27 = proteina de cdpside,
p10 = proteina de nucleocdpside y p15C = proteina de matriz (el valor
numeérico otorgado a las proteinas se refiere a su peso molecular).

Una de las proteinas gag, la p27 es muy abundante en el plasma de gatos
infectados y es la base de las pruebas mds comunes para realizar el
diagnosticos24,

El gen pol codifica para la franscriptasa reversa, responsable de copiar el
ARN viral en ADN complementario, para integrarlo posteriormente
utilizando la proteina vial integrasa.

El gen env codifica los diferentes componentes de |la envoltura. La
glicoproteina gp70 define el subgrupo viral y estd implicada en la
inducciéon de inmunidad especifica. La proteina p15e se comporta como
una proteina tfransmembranal cuya presencia interfiere con la respuesta
inmune 62,

Con base en el antigeno de la glicoproteina 70 7 el FeLV se ha clasificado
en cuatro subtipos 2: A, B, C y T, definidos por su fropismo celular y su
diferente patogenicidad 8. El cuarto subgrupo, T, es el que estd
relacionado con la infecciéon de los linfocitos Ty el subgrupo A, es el Unico
contagioso de gato a gato en estado natural (cuadro 1)°.



Cuadro 1. Caracteristicas de los subtipos del FelV.

Subtipos Enfermedad

Caracteristicas .
Relacionada

de Virus
“ 100% de los gatos viremicos Neoplasia
hematopoyética
Recombinacién con subgrupo Solo no es patégeno, a
A. Alrededor del 50% de gafos menos que se encuentre
con enfermedad neopldsica. en combinacién con el
subtipo A
Mutacion en env del subtipo A. Anemia no regenerativa
C Aislado rara vez

Marcado cardcter Induce inmunosupresion

T-Linfotropico grave

Los felinos tienen en su genoma algunos elementos virales enddgenos
conocidos como ‘“retfrovirus enddégenos”, los cuales son fragmentos de
retfrovirus ancestrales que se han integrado y han permanecido en el ADN
gendmico de su especie huésped durante millones de anos sin producir
particulas virales infecciosas 210,



1.2 EPIDEMIOLOGIA

Es un virus que afecta a felinos domésticos de todo el mundo vy
esporadicamente a felinos salvajes. Parece ser especifico de especie y no
afecta a humanos o perros!11.12,

La forma mds comiUn de contagio es la fransmision horizontal, por el
contacto prolongado con saliva y secreciones nasales de gatos infectados
al acicalarse, compartir el agua y comida 13, y por consumo de leche de
las crias de una gata infectada, aunque también han sido identificadas
otras rutas de infeccidn como la transplacentaria? 11 14,

En lo referente a la fransmision por fomites o aerosoles, es poco probable
por la escasa viabilidad del virus a el medio ambiente 5.

La infeccion con el FelV en gatos domésticos existe en todo el mundo vy
varia de entfre 1- 10% en gatos saludables . La prevalencia se ha
reportado de hasta el 38% solo en gatos enfermos'>. La prevalencia puede
ser mucho mayor en gatos que salen al exterior y en gatos sociables &,
también se ha descrito una mayor prevalencia en gatos enteros respecto a
gatos castrados, en gatos adultos que en gatos jbvenes 6. La infeccidon es
mas comun en gafos machos que salen de su hdbitat de enfre 1- 6 anos
de edad 3.

Algunas enfermedades como el linfoma son asociadas a una alta
probabilidad de infeccion del FelV, arriba del 75% 1°.

Hoy en dia los datos de prevalencia del virus han mostrado una
disminucion de la tasa de infeccidon en algunas poblaciones!’, debido
principalmente a la instauracion de programas de erradicacion basados
en el uso de vacunas y el mejoramiento de las pruebas de diagnodstico's 2,



1.3 PATOGENIA

Se frata de una infeccidn persistente y se acompana de alteraciones o
desequilibrios en el sistema inmune. La infeccion por el FelV estd
influenciada por la capacidad de respuesta inmune que tiene el gato
expuesto, la edad, la carga viral inicial, la via de inoculacion, la duracion,
frecuencia de exposicion etc. El sitio de entrada del virus por lo general es
oronasal debido al acicalamiento mutuo de los gatos en la cabeza
(cuadro 2) 185¢,

Cuadro 2.- Estadios de la patogenia del FelV y resultados de diferentes
pruebas de deteccidn por etapa.

DIAS | EVENTOS PRUEBAS

Replicacidon local en tejido IFA negativo
linfoide cercano al sitio de ELISA negativo

ESTADIO

3-21

3-21

14-28

28-56

exposicion.

Diseminacion a la circulacion.
Escasos linfocitos B y
macrofagos circulantes
infectados.

Replicacién viral amplificada
en el bazo, ganglios linfaticos,
tejido linfoide asociado.

Replicacion en médula 6sea y
células epiteliales de las criptas
intestinales.

Viremia periférica. El virus se
incorpord a los neutrofilos y las
plaguetas.

La infeccion  epitelial vy
glandular diseminada. El virus
es excretado en saliva vy
ladgrimas

PCR negativo

IFA negativo
ELISA positivo
PCR positivo

IFA negativo
ELISA positivo
PCR positivo
IFA negativo
ELISA positivo
PCR positivo
IFA positivo
ELISA positiva
PCR positivo
IFA positivo
ELISA positiva
PCR positivo

19,20,13



ETAPAS DE INFECCION

v Infeccidn abortiva

La respuesta inmunitaria del gato es eficaz produciéndose solamente una
preinfeccion en orofaringe que es controlada por el sistema inmune sin que
exista alguna diseminacion.

Ocurre en un 20-30% de los casos?!.

La infeccidén abortiva es causada cuando un gato fue expuesto a dosis
muy bajas del FelLV22,

v Infeccidn regresiva

El 30-40 % de los gatos sufren una viremia transitoria regresiva que dura 3-4
semanas, durante la cual son contagiosos y seroldgicamente positivos a la
proteina p27 2. Después presentan una fuerte respuesta inmunoldgica que
elimina la carga viral, el riesgo de patologia asociada al FeLV es minimo23.
Cuando un gato presenta la infeccidn regresiva, esta puede ser
reactivada porque la informacion para producir particulas viricas
completas estd presente en el animal y se puede activar cuando la
produccion de anticuerpos disminuye?2, Por consiguiente, los animales
resultaran negativos a las pruebas que detecten la proteina p27, pero con
la técnica de PCR si se puede detectar el genoma viral. Los gatos no
eliminan el virus totalmente, pero no son infectantes ni se produce
replicacion viral 21,

v Infeccidn progresiva o persistente

La viremia perdura mdas de 3 semanas sin que el sistema inmune desarrolle
anficuerpos neutralizantes por lo cual el virus invade la médula 6sea?!.

Caracterizada por una elevada carga viral. Estos gatos son positivos para
el anfigeno p27 de forma persistente y corren el riesgo de presentar
patologias asociadas al virus y son fuente de infeccion para otros gatos23.

El 83% de los gatos con enfermedad progresiva mueren 3.5 anos despues
de identificarlos positivos!s.



v Infeccidon atipica

Estd presente en menos del 5% de los gatos. Son animales que tienen
resultados discordantes a las diferentes pruebas, por ejemplo:
seroldgicamente positivos a la proteina p27, pero negativos a PCR22,

La prueba revela antigeno viral provenientes de diferentes tejidos
infectados pero el virus no se replicd en sangre ni en médula 6seaq, por lo
que no es infectante (figura 2) > 21,

Viremia secundaria
Diseminacion

Integracién proviral
Replicacion local

Progresiva

Viremia persistente Eliminacion del virus

Alto riesgo de FelV

Células de médula
osea infectadas

Viremia inicial

Linfocitos y monocitos
infectados

Regresiva

Bajo riesgo de FelV

Replicacion del virus

La viremia es contenida

Figura 2.- Patogenia y etapas de infeccion del FelV.



1.5 SIGNOS CLINICOS

La patologia asociada al FelV puede darse en gatos de cualquier edad,
pero es mdas comun en gatos jovenes y en los que viven con ofros gatos
infectados?3,

Una vez que el virus entra al organismo, existen tres etapas

1. Enfermedad primaria, aparente o no aparente
2. Muerte o recuperacion aparente
3. Enfermedad recurrente o final’.

La enfermedad primaria con frecuencia es completamente inaparente, los
gatos que presentan la enfermedad primaria aparente muestran grados
variables de fiebre, malestar general, anorexia, linfadenopatia, anemia y
trombocitopenia. Los signos clinicos persisten de 2-16 semanas, aunque
algunos gatos mueren en este tiempo’-24,

Los signos clinicos asociados al FeLV son muy variables, la inmunosupresion
predispone a los gatos a infecciones secundarias. Con frecuencia el gato
tiene una historia vaga de anorexia prolongada, depresidn, anemia a
veces fiebre recurrente?s. 7,

Con fines descriptivos, las enfermedades asociadas al complejo del FelV
se dividen en dos categorias:

1. Enfermedades neopldsicas
a. Mieloproliferativa
b. Linfoproliferativa

2. Enfermedades no neopldsicas



1. Enfermedades neopldsicas

a) Mieloproliferativa
% Leucemia linfocitica ocurre con mds frecuencia en adultos jovenes,

% Leucemia eritroide. Afecta tanto a la linea mileocitica como la
eritrociticas.

% Mielosis eritroide: consiste en la proliferacion de las células
precursoras del eritrocito en la médula ésea. Se observa asincronismo
en la maduracidn del nucleo y el citoplasma de muchos de los
rubricitos afectados. EIl hematocrito es bajo y se detectan gldbulos
rojos nucleados, anisocitosis, policromasia y retficulocitocisé.

Los signos clinicos son generalmente inespecificos y se reducen a
letargia, anorexia, pérdida de peso y palidez.

b) Linfoproliferativa

Los linfomas representan una manifestacion comudn de la infeccién por el
FelV vy la clasificacion de estos se basa en su localizacion.

% Linfoma mediastinico o timico: es el mds comunmente observado en
gatos jovenes. Las masas tumorales se originan en el tejido linfatico
mediastinico anterior. Producen compresidon de la frdquea con lo
que causa disfagia, disnea y tos'>.

El derrame pleural es una secuela frecuente, el liquido contfiene
linfocitos malignos que pueden servir para el diagnosticod.

K/

AS

% Linfoma gastrointestinal o alimentario: se observa en gatos de
alrededor de 8 anos de edad. El tejido tumoral se desarrolla a partir
de linfonodos mesentéricos o en el parénguima de los érganos
abdominales. Los signos clinicos son vagos pérdida de peso, fiebre,
enteropatias perdedoras de proteinas, vomito y diarrea. El
diagndstico se realiza por biopsiaé 15,

10



2.

Linfoma multicéntrico: los crecimientos tumorales involucran diversos
sitios 15 como piel, cavidad nasal, ojo, higado o SNCé¢.

Linfoma renal: los signos clinicos que producen este tipo de linfoma
son los de una insuficiencia renal, con diversos grados de azotemiaq,
pueden estar involucrados ambos rinones y a la palpacion se
detectan de forma nodular y alargada’.

Linfoma neurolégico: es raro y los signos varian de paraplejia,
convulsiones, vocalizaciones etc.”

Enfermedades no neopldsicas

AN N N N SN

Anormalidades gastrointestinales
Atrofia del tfimo

Infecciones secundarias
Trastornos reproductivos
Glomerulonefropatias

Lesiones oculares!?. 6.7.4,

11



1.6 ALTERACIONES EN EL ANALISIS CLINICO

En gatos infectados es posible esperar un conteo de hematocrito,
hemoglobina, eritrocitos y plaquetas significativamente bajo. Los gatos
naturalmente o arfificialmente infectados desarrollan anemia muy
marcada con valores de hematocrito entre 4%-15% 2.

Es comuUn encontrar estos trastornos causados por la supresion de la
médula o6seaq; trastornos hematoldégicos que incluyen anemia (no
regenerativa o regenerativa) que es una complicacion importante no
neopldsica, neutropenia persistente transitoria o ciclica, anormalidades a
nivel plaquetario ya que la vida Util de las plaquetas se acorta?s,

Gatos infectados con el FelLV son mds propensos a desarrollar algin tipo
de citopenia (niveles bajos de eritrocitos, plaguetas y neutréfilos). La
linfocitosis también es un hallazgo comun en gatos enfermos2s,

e Anemia no regenerativa: ocurre sola o en combinacién con niveles
bajos de linfocitos, neutrdfilos y plaguetas,

e Anemia regenerativa: se encuentra en gatos con destruccion
inmunomediada de eritrocitos inducida por el FeLV o en coinfeccion
con Mycoplasma haemofelis.

e Azotemia renal: aparece en gatos con Linfoma renal.

e Hiperbilirubinemia

» Prehepdtica: estd relacionada con la  destruccion
inmunomediada de |os eritrocitos inducida por el FelLV

» Hepdtica: relacionado al desarrollo de linfomas hepdticos o
lipidosis hepdtica

» Posthepdtica: por linfoma alimentario.

e Proteinuria: ocurre en algunos gatos infectados con el FelV,
secundariamente a glomerulonefritis.

e Linfocitos malignos: son facilmente identificados por citologial?.

12



1.7 RESPUESTA INMUNE CONTRA EL FelV

La respuesta inmune que proporciona una inmunidad mas eficaz contra la
infecciéon por el FelV se relaciona con la presencia de anticuerpos
neutralizantes (acVN), los cuales actian uniéndose directamente sobre la
gp70, evitando de esta forma su unidn a células susceptibles y su posterior
penetracion del virus.

Los gatos que poseen una viremia persistente poseen titulos muy bajos o
nulos de acVN, mientras que en los gatos que han resistido Ia infeccion se
encuentran titulos muy altos. La transferencia pasiva de acVN a través del
calostro en forma artificial, ha mostrado también la proteccidon contra la
viremia después del desafio con el FeLV27.7,

La respuesta celular de linfocitos T CD8+ citotdxicos (implicada en la
eliminacion de células infectadas) se produce 1-2 semanas después de la
infeccién y antes de la aparicidon de los anticuerpos neutralizantess0,

Las células transformadas por el FelLV a diferencia de las células infectadas
no transformadas expresan un nuevo antigeno virico en su membrana
plasmdtica (Antigeno de oncovirus asociado a la membrana; FOCMA) y
los anticuerpos dirigidos contra el mismo, al igual que los anticuerpos
confra los anfigenos de la envoltura protegen a los gatos de la
enfermedad?. Los anticuerpos contra el FOCMA tienen una ligera actividad
protectora contra el desarrollo de neoplasias relacionadas al FelLV, pero no
previenen las manifestaciones no neoplasicas inducidas por estes,

Los gatos virémicos tiene suprimidas las respuestas blastogénicas de las
células T, asi como las respuestas de anticuerpos, presentan un tiempo de
rechazo a los injertos prolongado, atrofia timica, deplecidon de la zona
cortical de los linfonodos y un fracaso total de la produccion de interferdon3.
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1.8 DIAGNOSTICO

Los signos clinicos que acompanan a las infecciones por el FelV son
insuficientes para lograr una determinacion certera de la infeccion, por
esto se hace necesario recurrir al diagndstico de laboratorio.

Como resultado de la sintesis viral en las células huésped se produce una
alta cantidad de proteina p27, que es el antigeno detectado por algunas
de las pruebas diagndsticas comerciales para el FelL Vs,

Los métodos que se emplean pueden ser

e Seroldgicos: permiten el diagndstico a través de reacciones
antigeno-anticuerpo.
o Inmunoensayo de flujo lateral

o IFA (inmunofluorescencia)
o ELISA

e Viroldgicos: se basa en la deteccidon de la presencia del virus o de su
dcido nucleico.
o Aislamiento viral

o PCR

14



1.8.1 INMUNOENSAYO DE FLUJO LATERAL

Es un método similar al ELISA, detecta la proteina p27 y su sensibilidad vy
especificidad de ambas técnicas son comparables?!.

En la prueba se genera una banda o un spot de color marrén como
resulfado de una reaccidon inmunoldgica demostrando la presencia del
antigeno viral p27. Son comercialmente conocidos como SNAP's y son los
mas utilizados por su facil manejo, rdpido resultado y su alta sensibilidad
(cuadro 3)2.

Cuadro 3.- Caracteristicas de los Kits comerciales utilizados para el
diagndstico del Fel V.

I ] N N e R

Pais
“ Agp27 Synbiotics USA TN Agp27 IDEXX  USA
FelV

Snap Ag p27 IDEXX Alemania ReLTEWSEIR Ag p27 Biotech USA

Ag p27 MegaCor Francia RLIs](s Ag p27 EVL Paises
FelV .
Bajos
Duo Ag p27 BioVeto USA DRG Ag p27 DRG USA

Speed Test

I Ag p27  Synbiotics  USA
FelV

29
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1.8.2 INMUNOFLUORESCENCIA

Los ensayos de inmunofluorescencia en las células procedentes de muestra
clinicas pueden utilizarse para realizar investigaciones diagndsticas rapidas,
siempre que el laboratorio disponga de un microscopio de fluorescencia y
un experto3!,

Detecta antigeno virico p27 intracelular en el citoplasma de células
linfoides, neutrdfilos y plaguetas de sangre y médula 6sea?4.

La sensibilidad de esta prueba respecto al aislamiento virico como método
de eleccion es casi del 100%, esta prueba se utilizaba rutinariomente hasta
la aparicion de la PCR2!, Pero solo se obtienen resultados positivos cuando
el virus ha llegado a la médula dsea de donde se liberan células
infectadas, esto hace que se puedan evidenciar a los gatos virémicos
persistentes muy faciimentes.

1.8.3 ELISA

El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) utiliza como sus siglas
lo indican una enzima como marcador para mediar la formacién de
complejos antigeno-anticuerpos2,

El enzimoinmunoandlisis de adsorcidn puede indicar la presencia de
anfigeno viral p27 extracelular libre en el plasma, sangre o suero. Tiene alta
sensibilidad del 90% y alta especificidad, cercana al 100% 2421,

Los gatos infectados por el FelLV generardn un resultado positivo a la
prueba a partir de los 28 dias posteriores a la infeccion?!. ELISA es una
técnica sensible capaz de detectar antigenos tempranos, ademds de
viremia debido a la infeccion transitoria del FelLV que puede superarsess,

Es Util para la deteccion selectiva de grandes niumeros de muestras en las
gue se puede detectar la presencia de antigeno (directa) o anticuerpos
(indirecta) a partir de muestras clinicas. En todos los casos el sistema de
deteccion es un anficuerpo conjugado con una enzima. Cuando el
anficuerpo ligado a la enzma se une a la muestra que se esta
examinando, la enzima reacciona con un sustrato cromogénico y se
produce un cambio de color, que puede medirse
espectofotométricamente o evaluarse visualmente (cuadro 4)31,
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Cuadro 4. Caracteristicas de los Kits comerciales de ELISA utilizados para el
diagnostico de Fel V.

Test | Defecta | Lab. |Pais |Test | Defecta | lab. | Pais |

DRG® Ag p27 DRG USA RLFEGGM Agp2/ Ingenasa Espana
FeLV-p27 FelV DAS

DRG® Ac DRG USA BRLEEidgE Ac p80 Ingenasa Espana
FeLV- ap/0 FelV

GP70
GV 0l Ag p2/7  Zoetlis Mex RENE-YIB Ag p27 Deme  Alemao-
FelLV antigen ditec nia

Assay Kit

Distintos  fabricantes han desarrollado variantes del ELISA como
inmunocromatografia (ICGA), inmunomigraciéon répida (IMR) y se
presentan en forma de kit con formato diferente de la microplaca
tradicional3!.

1.8.4 AISLAMIENTO VIRAL

El aislamiento del virus puede ser relativamente lento, tardando
aproximadamente de 2-3 semanas. Sin embargo, si el cultivo tiene éxito, el
material virico puede estudiarse mediante microscopia electronica (ME) y
mediante técnicas moleculares. El aislamiento virico necesita tfejido
fresco3!.

El aislamiento en cultivos celulares es el Ultimo criterio para determinar la
presencia del FelV. En Las fases tempranas de la enfermedad, el
aislamiento es el pardmetro mas sensible, aunque en general no es €l
método de primera eleccion?!,
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1.8.5 PCR

Es la técnica adecuada cuando se trata de poner en evidencia las
infecciones latentes o las infecciones discordantes, en las que no hay
infeccién en médula dseasd.

v ADN: permite la identificacion del material genético proviral vy
también es posible cuantificarlo.

v ARN: se detecta el material genético (ARN) directamente del virus
de leucemia felina en sangre entera, plasma, suero, saliva o heces
(4). Permite la deteccidon del virus en ausencia de células en las que
se haya integrado?!.

La deteccidn de ADN proviral mediante la técnica de PCR en los
leucocitos de sangre periférica permite el diagndstico de la infeccidn por
el FelLV34,

Las técnicas de PCR-cADN (el cADN es ADN complementario que se
obtiene utilizando ARN vy transcripcion inversa) y PCR-ADN no ofrecen la
misma informacion. Muchos animales que han superado la viremia adn
tienen provirus con lo que el resultado serd positivo con Ila PCR-ADN, pero
sin deteccion del virus por parte de la PCR-cADN. Por este motivo la PCR-
cADN se utiliza para la deteccion de animales viremicos (cuadro 5)21.
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Cuadro 5.- Interpretacion de diferentes resultados obtenidos en ELISA y PCR
para la deteccidn del FelV.

Prueba de Prueba de PCR Diagnéstico
ELISA ELISA Médula Final
15 dias 2 meses

- No - Sin enfermedad
necesaria

- No + Portador latente
necesaria

+ - - Inmunocompetente

Infeccion regresiva

+ - + Portador Latente

+ + - Afipico

+ + + Virémicos persistente

7.24,6

1.9 MANEJO

Los clinicos recomiendan que debe haber revisiones en los gatos cada 6
meses para redlizar la historia clinica, exploracion fisica, hemograma,
guimica sanguinea y andlisis de orina para poder identificar problemas de
salud de forma temprana?3,

Para prevenir la propagacion del FelV hay que tomar en cuenta que los
retrovirus no son viables demasiado tiempo fuera del hospedador vy las
prdacticas rutinarias de manejo y desinfeccidon son adecuadas para
prevenir la propagacion en un entorno hospitalario?s,

En un escenario doméstico los animales deberdn ser confinados en el
interior para evitar, por un lado, contagiar a otros gatos, y por otro, para
preservarles a ellos del contagio de cualquier otro proceso infeccioso que
pudiera complicar su cuadro clinico?!.
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1.10 TRATAMIENTO

En primer lugar, se debe resolver los aspectos que pueden comprometer la
vida del animal, como deshidratacion, anemia severa etc. El tratamiento
de las infecciones secundarias a la inmunosupresion puede tratarse de
forma sintomdatica conforme se vayan presentando?é. En tercer lugar, el uso
de inmunomoduladores y, por Ultimo, los farmacos especificos que pueden
inhibir la replicacién viral también deben ser considerados en la terapia’.

Terapia antiviral (antirretrovirales)

R

% Zidovudina: en gatos con la forma no neopldsica se ha obtenido un
notable incremento en el tiempo y calidad de vidaé. Es un derivado
nucledsido que produce bloqueo de la transcriptasa reversa de los
retrovirus. Inhibe la replicacion del FelV en animales infectados
experimentalmente reduciendo la carga viral. La dosis es de 5-
10mg/kg cada 12 horas por via oral o subcutdneass22,

% Interferén felino: inhibe la recombinacidén del virus in vitro y se ha
comprobado que en animales virémicos persistentes puede
promover la mejoria de los signos clinicos. En dosis de 1MU
(Milivinidades)/kg cada dia, subcutdnea durante 5 dias
consecutivos?!. 24,

e

%

Raltegravir: produce la inhibicion de la integrasa en la replicacion
del FelLV, con un tratamiento de 15 semanas disminuye la carga viral,
aunqgue la viremia no se llega a resolver completamente. Dosis de
40mg/kg al dia durante 5 semanas?!- 3¢,
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Inmunomoduladores

R/
°

Interferon alfa: es una de las tres principales clases de interferéon que
muchas células del organismo humano producen en respuesta a
infecciones virales. Es secretado por leucocitos infectados para
reforzar las defensas de las células cercanas no infectadas. Como
inmunomodulador a largo plazo 30-60 U/gato PO c/24hrs 7 dias siy 7
dias no.

Acemanano: estimula la produccidn de interleucina 1, interleucina 6,
factor de necrosis tumoral alfa y prostaglandina E2 por macréfagos.
1mg/kg IP cada 7 dias por 6 semanas.

Propionibacterium acnes: es un inmunoestimulante no especifico o
inmunomodulador que induce una liberacién enddgena de
interferén e interleucinal. También activa los macréfagos y mejora la
inmunidad mediada por células. 0.25-0.5 /gato una o dos veces por
semana SC o IV durante 15 dias.

Prednisolona: puede inducir estimulacion del apetito y reduccion a
corto plazo en el tamano de las masas linfomatosas. Sin embargo, las

dosis inmunosupresoras pueden ser perjudiciales. 0.5-1mg/kg/12hrs
P26, 7, 24,36
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1.11 PREVENCION

Varios tipos de vacunas (cuadro 6) han sido intfroducidas en el mercado
gue han probado proveer proteccidon en contra de la viremia persistente.
El uso de estas vacunas, asi como el incremento del uso de pruebas
diagnosticas de rutina a los gatos es responsable de disminuir la
prevalencia de FelLV en las poblaciones de felinos domésticos!4.

Cuadro 6.- Diferentes tipos de vacunas comerciales utilizadas en México.

VACUNA  FABRICANTE CARACTERISTICAS  ADYUVANTE SuB

COMERCIAL GRUPO
Molécula
Leucogen Virbac recombinante de Quil AE
leucemia felina p45 al | Hidroxido de A
menos de 102 ug aluminio
Suspension de
antigenos virales de Adyuvante
Leucocel Pfizer leucemia felina GP70, estérily | A, B,
no menos de 1334 mg | gentamicina
2 / dosis y FOCM C
Sin
Virus canaripox adyuvantes.
PUreVax Merial recombinante FeLV Qentomi— A
cina como
vehiculo

Modificado de Marin & Zagal 737
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2. JUSTIFICACION

La infeccion en gatos domésticos por el FelV estd ampliamente distribuida
en México, al menos, en el centro del pais como menciona Ramirez, 2016.
No se han hecho suficientes estudios sobre los genotipos virales que
infectan los felinos en el pais y las vacunas, aunque disponibles en el
mercado no se han realizado estudios sobre su efectividad contra la
infeccion por el FelV. Es por ello que el diagndstico efectivo es una
herramienta importante para monitorear la salud de los gatos. Sin
embargo, al igual que en las vacunas no existen suficientes estudios que
demuestren que técnica y en qué fase de infeccidon son las mds idoneas
para ser ufilizadas. El presente estudio pretende evaluar plasmas con
pruebas seroldgicas comerciales disponibles en el mercado y determinar su
eficacia al comparar dichos resultados con datos previos obtenidos con
otras pruebas realizadas anteriormente en el laboratorio de virologia.
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3. HIPOTESIS

Los resultados de deteccion de la infeccion por FelV en la prueba de ELISA
correlacionaran con los resultados previomente obtenidos por medio de la
PCR.

4. OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia del antigeno viral (p27) de leucemia felina (FeLV) en
plasmas felinos mediante un ELISA comercial.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

- Detectar por medio de una prueba de ELISA comercial el antigeno p27
del FelLV a partir de plasma felino.

- Correlacionar el estado de infeccion del FelV de los plasmas
compardndolos con pruebas de PCR previamente realizadas.
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6. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el Hospital Centro Médico Nacional Siglo
XXI en la torre de pediatria, unidad de investigacion médica en
inmunologia, laboratorio de Inmuno-Virologia a cargo de la M en C. Maria

Martha Garcia Flores.

El cual se ubica en la avenida Cuauhtémoc #330. Colonia doctores,

delegacion Cuauhtémoc, Ciudad de México, México.

Los plasmas utilizados pertenecen a un banco de muestras remitidas para
el servicio de diagndstico del FelV del laboratorio de virologia de la FES-
Cuautitldn. UNAM, que consistié en una poblacion de 89 gatos domésticos
provenientes del Estado de México y zonas aledanas, mayores de seis
meses de edad, con y sin cuadros clinicos sugestivos de la infeccion por el

FelLV, de las cuales 30 fueron negativas y 59 positivas a la técnica de PCR.

Las muestras de sangre de estos felinos se obtuvieron en tubos con
anficoagulante (EDTA) por puncion de la vena cefdlica o de la yugular
externa. La sangre fue centrifugada para separar el plasma y los leucocitos
de sangre periférica (LSP), siguiendo el protocolo de Gorodezky, 1998. Estas

muestras fueron conservadas a -20° C hasta su uso.

Los plasmas se seleccionaron por fecha de recepcion de los mds recientes
a los mds antiguos, siempre y cuando tuvieran resultado de PCR, con un
minimo de 100 ul y el estado del plasma estuviera en condiciones

adecuadas.
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Con el plasma se realizaron las pruebas de ELISA con el Kit comercial DRGO
EIA-2469 (DRG-EUA) para la deteccion del antigeno viral (p27) del FelV

siguiendo las instrucciones del fabricante mencionadas a continuacion:

1.

2.

9.

Se lavaron los pozos segun el protocolo sugerido.

Reconstitucion del control positivo (tapa morada) en 0.5mL de agua
bidestilada, dividir en alicuotas y almacenar inmediatamente a -20°C

hasta su uso.

Reconstitucidon del control negativo (tapa gris) en 1 mL de agua
bidestilada, dividir en alicuotas y almacenar inmediatamente a -20°C

hasta su uso.

Se diluyd el control positivo (tapa morada) 1 + 1 con el buffer de

ELISA (tapa verde) y se transfirieron 100ul al pozo correspondiente.

Se diluyd el control negativo (tapa gris) 1 + 1 con el buffer de ELISA

(tapa verde) y se transfirieron 100ul al pozo correspondiente.

. Se diluyd la muestra 1+1 con el buffer de ELISA (tapa verde) y se

transfirieron 100ul al pozo correspondiente.

Se seleccionaron dos pozos para confrol del sustrato y se coloco solo
100 ul de buffer de ELISA (tapa verde).

. Se transfiieron 100 ul de todas las muestras problema a su pozo

correspondiente.

Se incubd por 60 min a 37°C.

10.Se lavd la placa 5 veces, segun el protocolo sugerido.

11.Se colocd 100 ul del conjugado anti-felino a todos los pozos.

12.Se incubd por 60 min a 37°C.

13.Se lavd la placa 5 veces, segun el protocolo sugerido.
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14.Se mezcld gentimente a partes iguales del buffer A y del buffer B,
para preparar la solucidn del sustrato. Se prepard inmediatamente

antes de utilizarse.

15.Se colocd 100 ul de sustrato a cada pozo.

16. Se incubd de 10-13 minutos en oscuridad a temperatura del
laboratorio (21°C).

17.Se anadid 50 ul de solucidn de paro a cada pozo vy se mezcld bien.

18.Se leyd la placa en un espectrofotdmetro inmediatamente, a 450nm

usando una longitud de onda de 620nm como referencia (38).

Posteriormente los sueros considerados como sospechosos se reevaluaron
a la misma proteina p27 por medio de un kit de inmunoensayo de flujo
lateral (DRG FelLV Ag Rapid Test RAP-4816, EUA) del mismo proveedor.

1. Destapar la prueba vy la pipeta, solo abrir las pruebas que se van a
utilizar inmediatamente.
2. Anadir dos gotas de suero o plasma a la zona de muestra con ayuda
de la pipeta.
3. Anadir dos gotas de buffer del gotero ala zona de muestra.
4. Leerlos resultados después de 5-20 minutos.
a. Positivo: dos bandas son visibles en lazona Ty C.
b. Positivo débil: dos bandas son visibles, una débil en la zona Ty
otra enla zona C.
c. Negativo: solo una banda es visible en la zona C.

d. No valido: no hay banda visible en la zona C.
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7. RESULTADOS

Después de redlizar la lectura de la placa de ELISA (figura 3) no se detectd
ninguna muestra positiva segun los criterios establecidos por el fabricante,
sin embargo, se consideraron 12 muestras sospechosas ya que tuvieron
lecturas altas en el espectrofotdbmetro, por lo que fueron reevaluados en un
kit de inmunoensayo de flujo lateral del mismo laboratorio y que utiliza la
misma proteina p27 del Fel V.

De los 12 sospechosos, 8 fueron positivos y 4 negativos a la prueba de
inmunoensayo.

‘a) L}) A i '/ ‘3\\;‘ »\“’.\““9\‘

Figura 3.-Fotografia de los resultados obtenidos en la prueba de ELISA.
CS: conftrol del sustrato; CN: confrol negativo; CP: control positivo; S: sospechoso.

Se recopilaron los datos de la PCR, ELISA e inmunoensayo de flujo lateral
que se muestran en el cuadro 7.
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Cuadro 7. Resultados obtenidos en la deteccién del FelLV con ELISA (E), PCR (P) e
inmunoensayo de flujo lateral (1).
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En el cuadro 7 se muestran los resultados obtenidos con la prueba de
inmunoensayo de flujo lateral, 12 realizados en este trabajo a las muestras
con resultado sospechoso en la prueba de ELISA y 34 resultados
previamente realizados y que estaban disponibles en la historia clinica de
las muestras.

Las muestras sospechosas a la prueba de ELISA que resultaron positivas al
inmunoensayo de flujo lateral fueron consideradas como positivas en la
prueba de ELISA.

En cinco muestras hubo coincidencia de positividad entre la PCR vy el
inmunoensayo de flujo lateral. El conjunto de los resultados permitid
establecer cuatro grupos segun su estado de infeccién con el FelLV los
cuales se muestran en el cuadro 8.

Cuadro 8.- Muestras agrupadas segun su estatus clinico considerando el
resultado de las pruebas de ELISA, PCR e inmunoensayo de flujo lateral.

ESTATUS CLINICO PORCENTAJE | NUMERO DE
ANIMALES

Virémicos Persistente b % 5

Portador latente
Inmunocompetente 61% 54

Atipico 10 % 9
Sin infeccion 23 9% 21

Al analizar el estatus clinico de los animales evaluados se puede establecer
que la mayoria de los gatos son inmunocompetentes y pudieron combatir
la infeccion, es decir que se encuentran en la infeccidon regresiva.

El 23% de los gatos estudiados no presentaron infeccidon, ya que resultaron
negativos a todas las pruebas realizadas.
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8. DISCUSION

Al readlizar la lectura de la placa de ELISA en el espectrofotbmetro se
observd que hubo una sobre exposicidon al cromdgeno, por lo que no fue
posible establecer fielmente los valores de absorbancia del control positivo.
Por lo cual se decidid seleccionar las muestras que tuvieron una mayor
lectura (sospechosos) y se les realizd la evaluacidon con la prueba de
inmunoensayo de flujo lateral desarrollada por el mismo fabricante de la
prueba de ELISA.

Este estudio determind el estatus clinico de gatos que forman parte de la
base de datos del laboratorio de virologia, ya que como menciona Levy,
2009 el estatus de infecciones retrovirales de los gatos debe ser conocido
debido a las serias consecuencias que pudieran ocasionar estos virus a su
estado de salud, ademds del manejo con dichos gatos infectados debe
ser especial.

Como menciona la Asociacidn Americana de Practicantes Felinos, la
identificacion y segregacion de los gatos infectados es el método mas
efectivo para prevenir infecciones por el FelLV. El estado de infeccion de
todos los gatos, incluso los vacunados tiene que ser determinado??.

Para los gatos que ingresan a un nuevo hogar o que se sabe que tienen un
alto riesgo de exposicion, las pruebas deben repetirse 30 dias después de
la primera evaluacion, en caso de una infeccidn reciente que aun no haya
resultado en la presencia de antigeno circulante detectable.

La documentacion de una prueba negativa previa no evita la necesidad
de repetir las pruebas en las situaciones anteriores. La vacunacion previa
no interfiere con las pruebas de diagndstico a menos que se realice
inmediatamente antes de la exfraccion de sangre para las pruebas de
antigenos.

El diagndstico de la infeccion por el FelV estd basado principalmente en la
deteccion del virus o de anfigeno viral en el plasma, suero o sangre
completa. Las pruebas seroldogicas mdas comunes detectan la presencia
del antigeno p27 4. En este estudio se realizaron pruebas de ELISA e
inmunoensayo de flujo lateral (IFL) que detectan ambos la presencia de la
proteina p27 del FelV.
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Este antigeno es detectado en los primeros 30 dias posteriores a la
infeccidon durante la etapa de viremia principal y en todos los estados de
infeccion en gatos con infecciéon progresiva42, basado en esto se pudo
determinar que el 6% de los gatos de este estudio tiene infeccion
progresiva ya que resultaron positivos a ambas pruebas (IFL y PCR).

En el presente estudio las pruebas de ELISA e IFL se realizaron con plasma
sanguineo ya que como menciona Barr, 1996, en evaluaciones tempranas
los resultados son mas confiables cuando se realizan en suero o plasma
que en sangre completa, por lo tanto, en evaluaciones primarias es
importante realizarlas en suero o plasma para evitar falsos negativos .

Como menciona Minovich, 2004 43 |as pruebas de ELISA o IFL al ser positivas
indican que hay infeccién, pero no el grado de enfermedad o la fase en la
que se encuentra el gato. Con una prueba positiva no se puede emitir un
prondstico y se deben reevaluar los animales con intervalos de uno a tres
meses. Debido a esto, en esta investigacion se tomaron en cuenta los
resultados de PCR y de ELISA y/o IFL para correlacionarse entre si y asi
poder determinar la fase de infeccidn de todos los felinos aqui evaluados.

Al realizar este tfrabajo se esperaba correlacionar las muestras previomente
evaluadas a PCR con la técnica de ELISA y que los resultados fueran
semejanfes como se establecid en la hipdtesis. No obstante, solo 21
muestras coincidieron en obterner resultados negativos y 5 muestras en
obtener resultados positivos en ambas pruebas. Lo cual situa a estos 21
animales en el estatus clinico de sin enfermedad vy los otros 5 en virémicos
persistentes.

Quedando asi 63 muestras en las cuales los resultados no son concordantes
en ambas técnicas utilizadas y situandolos en el estatus de infeccion
regresiva o afipica.

En el cuadro 9 podemos observar la comparacion de datos de diferentes
autores sobre el porcentaje de gatos segun su estatus de infeccion y los
datos obtenidos en el presente estudio.
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Cuadro 9.- Clasificacion del tipo de infeccion del FelV segun diferentes
referencias bibliograficas.

Infeccidén Infeccion Infeccidn Infeccidn

Progresiva | Regresiva Atipica Abortiva

Nelida 30% 60% 5-10% 15%

Gomez, et al
2010

Norworthy, 40% 30% 1% 30%
2009

NCERVUEE 30-40%  30-40% <5% 20-30

Sturgess, 30% 70% 10% 30%
2004

Ortiz, 2018 6% 61% 10%

En la tabla se observa que los resultados del presente estudio son
concordantes con lo referido en la bibliografia, con excepcion de la
infeccion progresiva de la cual en el presente estudio se encontrd un
porcentaje mucho mads bajo que la media (33%). Se necesitaria haber
reevaluado a los gatos positivos 30 dias después para poder conocer d
ciencia cierta su estatus clinico. Aunque por ofro lado Ettinger y Cols, 20174
mencionan que la prevalencia de la infeccion progresiva es cerca del 1%
en gatos sanos y del 15% en gatos enfermos o de alto riesgo.

En el congreso veterinario de Ledn del 2017 57, en México, la doctora Susan
Little menciond que al obtener un resultado positivo a la infeccidn por el
FelV se debe evaluar inmediatamente con ofra prueba diferente, pero
confiable. Si la segunda prueba también es positiva, el gato
probablemente tenga una infeccion progresiva (especialmente si hay
signos clinicos de apoyo). Si la segunda prueba resulta negativa, es posible
que el primer resultado de la prueba haya sido un falso positivo o que el
gato esté infectado de manera regresiva y es improbable que transmita la
infeccion o desarrolle una enfermedad clinica.
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Otra opcion que menciond la Dra. Little es que es adecuado evaluar
inmediatamente a los gatos con una PCR validada para ADN proviral
usando sangre completa. Si la PCR también es positiva, el gato puede
estar infectado progresivamente (especialmente si hay signos clinicos de
apoyo) o el gato puede desarrollar una infeccidn regresiva si el gato estd
clinicamente bien. Las pruebas de PCR pueden ser necesarias para aclarar
el estado de infeccion.

Basado en esta segunda opcidn la cual permitid establecer el estatus de
las muestras que se estudiaron en este trabajo, no obstante, la prueba de
inmunoensayo de flujo lateral fue la prueba que complemento los
resultados de la PCR, no asi la prueba de ELISA que no detectd animales
infectados.

El costo promedio de la prueba de Elisa para el FelLV estd en $310 pesos, el
de la prueba de inmunoensayo de flujo lateral estd en promedio en $350 y
la PCR en aproximadamente $700. Por lo que el IFL parece ser una buena
opciéon en el dmbito de la clinica ya que no muestra diferencia significativa
en el costo de la prueba vy el resultado se obtiene al instante y la cantidad
de muestra necesaria es menor.

Sin embargo en el drea de laboratorio de virologia , genética y biologia
molecular de la FES Cuautitldn se pretende estandarizar una prueba de
ELISA indirecta basada en péptidos sintéticos que detecte anticuerpos
basdndose en secuencias conservadas de la region env con fines de
disminuir el costo de la prueba.
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8. CONCLUSIONES

Con la prueba de ELISA se logré establecer animales sospechosos.

La prueba de inmunoensayo de flujo lateral mostré en este estudio
ser mds eficiente, confiable y prdctica de realizar que el ELISA en el
dmbito de la clinica ya que se obtienen los resultados en poco
tiempo.

Las evaluaciones de PCR previamente readlizadas permitieron
correlacionar los resultados obtenidos en el ELISA e inmunoensayo de
flujo lateral, con lo cual se logré asignar su estatus infeccioso a cada
animal evaluado.
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